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Charakterisierung des mikrobiellen 
symbioms von blutegeln
Stephanie Michel, Nadine Jork, Christian Rockmann, Markus Grohme, Philipp Franke, Detlef Menzel, Marcus Frohme
Zusammenfassung
die medizinischen blutegel, Hirudo medicinalis und Hirudo ver-
bana, werden wegen ihrer kurativen Wirkung in der human-
medizin angewandt. Während des blutsaugens injizieren sie 
über ihren speichel eine vielzahl bioaktiver, derzeit noch un-
bekannter moleküle. eine vollständige aufklärung aller inhalts-
stoffe mit Wirkmechanismen ist für die entwicklung von neu-
en Pharmaka von großem interesse. vor diesem hintergrund 
wurden verschiedene organe beider arten auf ihre besiedlung 
durch symbiontische bakterien untersucht. dazu wurden die 
bakterien zunächst unter geeigneten bedingungen kultiviert 
und mittels biochemischer methoden charakterisiert. die 
Identifizierung der Symbionten erfolgte durch Polymeraseket-
tenreaktion (PCr) und sequenzierung der 16s rdna. die bio-
chemischen tests ergaben, dass die kultivierbaren bakterien 
amylase positiv, gram negativ und ornithin decarboxylase 
negativ sind. mit hilfe von datenbankgestützten analysen der 
16s rdna-sequenzen konnte Aeromonas veronii biovar sobria 
nachgewiesen werden. hochdurchsatzsequenzierungen der 
gesamtgenomischen dna des bakteriums aus H. medicinalis 
zeigten deutliche abweichungen zum referenzgenom von Ae-
romonas veronii b565.
Abstract
the medical leeches, Hirudo medicinalis and Hirudo verbana, are 
increasingly used in human medicine because of their curative 
effect. during bloodsucking, they inject a variety of bioactive 
molecules via their saliva of which most are still unknown. the 
investigation of all contents and their mechanisms of action are 
of great interest, especially for the development of new phar-
maceutical products. against this background, the colonizati-
on of various organs of both species by symbiotic bacteria was 
examined. For this purpose, the bacteria were cultivated under 
suitable conditions and characterized using biochemical me-
thods. The identification of the symbionts was carried out by po-
lymerase chain reaction (PCr), supported by sequencing of the 
16s rdna. the biochemical tests indicated that the culturab-
le bacteria are amylase positive, gram negative and ornithine 
decarboxylase negative. the occurrence of Aeromonas vero-
nii biovar sobria could be proved by database analyses of the 
16s rdna. high-throughput sequencing of the genomic dna 
showed significant differences from the already known refe-
rence genome of Aeromonas veronii b565.
» i.  einFührung 
der medizinische blutegel, Hirudo medi-
cinalis, wurde bereits in der antike zum 
therapeutischen aderlass eingesetzt. 
aufgrund der antikoagulativen, antiin-
flammatorischen, immunisierenden und 
analgetischen Wirkung hat sich die 
blutegeltherapie vor allem in der mik-
rochirurgie, naturheilkunde sowie für 
die behandlung von thrombosen und 
embolien etabliert (Wells et al. 1993: 
183). da H. medicinalis in europa fast 
ausgestorben ist, werden heutzutage 
entweder Zuchttiere oder die in klein-
asien lebenden egel namens H. verbana 
zu therapeutischen Zwecken verwen-
det. Während des blutsaugens, aber 
auch beim loslassen, injiziert der egel 
über seinen speichel eine vielzahl von 
medizinisch nützlichen, bioaktiven mo-
lekülen. bisher sind nur acht inhaltsstof-
fe bekannt. dazu zählen unter anderem 
das Hirudin und das Calin, welche die 
koagulation des blutes hemmen (Zaidi 
et al. 2011: 437). Für die anwendung in 
der humanmedizin rücken die blutegel 
zunehmend in den arzneimittelrecht-
lichen Fokus. seit dem Jahr 2004 sind 
die tiere zwar gemäß § 2 absatz 1 des 
arzneimittelgesetzes als arzneimittel 
zugelassen, jedoch ist der egel an sich 
vergleichsweise schlecht definiert. So 
verfügen die tiere über symbiontische 
bakterien, welche sich obligat im ver-
dauungstrakt (Intestinum) befinden, 
wobei die mikrobielle Flora des blut-
egels im vergleich zu anderen tieren 
relativ einfach aufgebaut zu sein scheint 
(graf et al. 2006: 365). bisher konnten 
nur zwei bakterien, Aeromonas veronii 
biovar sobria und bakterien der gattung 
rikenella, im verdauungstrakt des egels 
identifiziert werden (Graf 1999: 1). Neue 
erkenntnisse über diese symbiontischen 
bakterien könnten die arzneimittelsi-
cherheit in hinblick auf eine standardi-
sierte laboraufzucht verbessern und 
dazu beitragen, die physiologischen 
Zusammenhänge im egel besser zu 
verstehen. letzteres ist vor allem für die 
rekombinante herstellung von neuen 
therapeutischen Proteinen von bedeu-
tung. die symbiose zwischen dem Wirt 
H. medicinalis und dem symbionten A. 
veronii biovar sobria ist noch weitge-
hend unverstanden. es besteht die an-
nahme, dass der symbiont den Wirt mit 
nährstoffen versorgt (graf 2010) und 
dass Aeromonas an der verdauung des 
aufgenommenen blutes beteiligt ist, 
zumal bislang keine an der verdauung 
beteiligten egel-enzyme nachgewiesen 
werden konnten. der symbiont hinge-
gen ist für seine beta-hämolytischen Fä-
higkeiten bekannt und könnte die lyse 
der erythrozyten übernehmen (kozaki 
et al. 1989: 1782). untersuchungen er-
gaben, dass der Wirt wiederum Protea-
sen ins Intestinum absondert, welche die 
beta-hämolyse inhibieren und somit die 
speicherung der erythrozyten ermög-
lichen (roters et Zebe 1992: 85). darü-
ber hinaus zeigten weiterführende stu-
dien, dass Aeromonas die Proliferation 
von nicht symbiontischen bakterien im 
kropf des Wirtes inhibiert (indergand et 
graf 2000: 4735).
Ziel dieser arbeit war die isolierung 
und Charakterisierung symbiontischer 
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bakterien aus dem verdauungstrakt des 
medizinischen blutegels H. medicinalis. 
Parallel wurden die symbiontischen bak-
terien aus H. verbana, welcher ebenfalls 
zu medizinischen Zwecken eingesetzt 
wird, extrahiert und bestimmt. Zur iso-
lierung der bakterien wurden die egel 
zunächst präpariert, der inhalt des ver-
dauungstraktes (Intestinums) sowie die 
speicheldrüsen (Glandulae salivariae) 
entnommen und auf stärke-ampicillin-
agar ausplattiert. anschließend wurden 
die kolonien mithilfe geeigneter bio-
chemischer methoden, wie amylase-, 
gram- und decarboxylase-tests unter-
sucht. Charakteristische kolonien wur-
den in Flüssigmedien überführt und die 
gesamt-dna isoliert. Zur eindeutigen 
Identifizierung der Isolate wurden Am-
plifikate des 16S rDNA Gens mittels kon-
ventioneller Polymerasekettenreaktion 
(PCr) erstellt (keller et al. 2010: 755) 
und sequenziert. Ziel war außerdem 
eine hochdurchsatzsequenzierung der 
gesamtgenomischen dna.
» ii. material und methoden 
die isolierung der symbiotischen bakte-
rien erfolgte aus Hirudo medicinalis und 
Hirudo verbana, welche von der biore-
pro gmbh Potsdam bereitgestellt wur-
den. dazu wurden teile der speichel-
drüsen sowie des verdauungstraktes 
herauspräpariert, auf stärke-ampicillin-
agar (10 g/l trypton, 1 g/l hefe-extrakt, 
5 g/l natriumchlorid, 0,025 g/l Phenol-
rot, 15 g/l agar, 10 g/l stärke, ph 7,4) 
ausplattiert und über nacht bei 29 °C 
inkubiert. Charakteristische einzelko-
lonien wurden isoliert, ggf. auf Platte 
oder in lb-medium (8 g/l trypton, 4 g/l 
hefe-extrakt, 8 g/l natriumchlorid, ph 
7,0) weiter kultiviert, um mittels bioche-
mischer und molekularbiologischer me-
thoden untersucht werden zu können.
Zur bestimmung der amylaseaktivität 
wurden stärke-ampicillin-agarplatten 
mit bakterienkolonien nach einer inku-
bationszeit von drei Wochen bei 4 °C 
mit lugolscher lösung überdeckt, eine 
minute bei raumtemperatur inkubiert 
und anschließend mit Wasser gewa-
schen. 
die untersuchung auf gramverhalten er-
folgte, indem 10 μl einer LB-Übernacht-
kultur auf einen objektträger überführt 
und mit 30 μl 3 %iger KOH-Lösung 
suspendiert wurden. nach einer 
inkubationszeit von fünf minuten bei 
raumtemperatur wurde die viskosität 
der suspension mit einer impföse kon-
trolliert.
Zur bestimmung der Aeromonas sub-
spezien wurde ein ornithin-decarbo-
xylase-test durchgeführt. dazu wurden 
einzelkolonien von stärke-ampicillin-
agarplatten gepickt und in jeweils 4 ml 
ornithin-decarboxylase-medium (5 g/l 
trypton, 3 g/l hefe-extrakt, 1 g/l glu-
kose, 0,02 g/l bromkresolpurpur, 5 g/l 
ornithin, ph 6,3) überführt. die reak-
tionsansätze wurden anschließend mit 
Plusone drystrip Cover Fluid (ge 
healthcare) bedeckt und für 24 h bei 
29 °C unter schütteln inkubiert. die 
decarboxylase-Fähigkeit der bakterien 
wurde optisch anhand des mitgeführ-
ten ph-indikators bromkresolpurpur 
bestimmt.
Zur extraktion der gesamt-dna wurden 
2 ml übernachtkultur für fünf minuten 
bei 13000 x g zentrifugiert. der über-
stand wurde verworfen und das Pellet 
in 500 μl TE-Puffer (50 mM TRIS-HCL, 
1 mm edta, ph 8,0) resuspendiert. 
nach erneuter Zentrifugation für fünf 
minuten bei 13000 x g wurde das Pellet 
in 500 μl eiskaltem TES-Puffer (50 mM 
TRIS-HCL, 100 mM EDTA, 25 % Saccha-
rose) resuspendiert und für eine stunde 
auf eis inkubiert. nach der Zugabe von 
50 μl Lysozym (AppliChem) erfolgte eine 
inkubation für 30 minuten bei 37 °C. 
Anschließend wurden 50 μl 20 
                  %iges 
SDS (Endkonzentration 2 %) und 15 μl 
Proteinase k (appliChem) zugegeben. 
nach einer inkubation über nacht bei 
37 °C wurde ein volumen Phenol-Chlo-
roform-isoamylalkohol (PCi) hinzuge-
geben, intensiv geschüttelt und für zehn 
minuten bei 13000 x g und 4°C zentri-
fugiert. die obere wässrige Phase wurde 
in ein neues reaktionsgefäß überführt 
und die PCi-aufreinigung wiederholt. 
anschließend wurde ein volumen Chlo-
roform-isoamylalkohol zugegeben, in-
tensiv geschüttelt und für zehn minuten 
bei 13000 x g und 4 °C zentrifugiert. 
die obere wässrige Phase wurde in ein 
neues reaktionsgefäß überführt und 
die dna durch Zugabe des 0,7-fachen 
volumens isopropanol gefällt. nach 
einer Zentrifugation von 30 minuten 
bei 13000 x g und 4 °C wurde das Pel-
let zweimal mit 70 %igem Ethanol ge-
waschen. das getrocknete dna-Pellet 
wurde mit 30 μl DEPC-H2O resuspen-
diert. die konzentrationsmessung der 
dna erfolgte mithilfe des nanodrop 
nd-1000 spektrophotometer (Peqlab) 
durch absorptionsmessung bei einer 
Wellenlänge von λ = 260 nm. des Wei-
teren wurde der absorptionsquotient 
a260/a280 herangezogen, um den 
reinheitsgrad der dna zu bestimmen. 
die extrahierte gesamt-dna wurde an-
schließend mittels gelelektrophorese 
bei 75 V für 35 Minuten in einem 1 % 
agarosegel und 1x tae Puffer aufge-
trennt. das gel wurde in einer ethidium-
bromidlösung (0.5 µg/ml) gefärbt und 
unter uv-licht analysiert.
Die Amplifikation des variablen Bereichs 
der 16s rdna wurde mithilfe einer PCr 
durchgeführt. die Primer wurden der 
Publikation von graf entnommen (graf 
1999: 1). der mastermix bestand aus 
0.2 mm dntPs, 0.25 µm des Forward 
Primers und des backward Primers, 0.2 
u taq Polymerase (dreamtaqtm, Fer-
mentas) und 200 ng Ziel-dna in einem 
volumen von 50 µl 1x reaktionspuffer 
(dreamtaqtm, Fermentas). Die Amplifi-
kationsbedingungen waren wie folgt: 
95 °C für zwei minuten, gefolgt von 30 
Zyklen bei 95 °C für 30 s, 57 °C für 15 
s und 72 °C für 30 s. Amplifikate in der 
größe von 599bp wurden elektropho-
retisch aufgetrennt und detektiert (wie 
oben beschrieben). die PCr-Produkte 
wurden anschließend mittels Qiaquick 
PCR purification kit (Quiagen) aufgerei-
nigt. dabei wurde nach angaben des 
Herstellers vorgegangen und in 30 μl 
elutionspuffer eluiert. die konzentrati-
on und Reinheit der Amplifikate wurden 
mit dem nanodrop nd-1000 spekt-
rophotometer (Peqlab) bestimmt. die 
Sequenzierung der amplifizierten 16S 
rdna wurde durch den anbieter star-
seQ (mainz) durchgeführt. diese erfolg-
te vom 5’-ende mit hilfe des Forward-
Primers (graf 1999: 1).
Weiterhin wurden whole-genome-shot-
gun sequenzierungen der bakterien aus 
H. medicinalis mit gs Junior (roche) und 
ion torrent (life technologies) durch-
geführt. Für die referenzbasierten as-
semblies wurden gs reference mapper 
2.7 von 454 life sciences (http://454.
com/products/analysis-software/index.
asp) sowie mira 3.9.4 (Chevreux et al. 
2009: 1147) verwendet. die reads der 
454 und ion torrent sequenzierun-
gen wurden hierbei auf das referenz-
genom Aeromonas veronii b565 (li et 
al. 2011: 3389) gemappt. eine de novo 
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assemblierung erfolgte mit gs de novo 
assembler 2.7 von 454 life sciences. 
mit der minimus2-Pipeline (http://sour-
ceforge.net/apps/mediawiki/amos/
index.php?title=minimus2) des amos 
Paketes wurden die datensets aus dem 
mappingassembly und dem de novo as-
sembly zusammengeführt. mithilfe des 
referenzgenoms wurden die Contigs 
mit mauve (rissman et al. 2009: 2071) 
sortiert.
» iii. ergebnisse 
Zur Charakterisierung des mikrobiellen 
symbioms in medizinischen blutegeln 
wurden aus den speicheldrüsen und 
dem verdauungstrakt von H. medicina-
lis und H. verbana Proben entnommen 
(abb. 1), auf stärke-ampicillin-agar aus-
gestrichen und über nacht bei 29 °C 
inkubiert. bereits nach 12 h konnte so-
wohl bei den bakterienausstrichen von 
H. medicinalis als auch bei denen von 
H. verbana ein Wachstum von großen, 
runden, gelb bis grauweißen kolonien 
beobachtet werden. die vorliegende 
ampicillin-resistenz sowie die phäno-
typischen merkmale deuteten auf die 
bakteriengattung Aeromonas hin (imziln 
2001: 796; glünder und reetz 2005: 
223).
nach einem kultivierungszeitraum von 
drei Wochen bei 4 °C wurden die bak-
terien auf ihre Fähigkeiten untersucht, 
stärke zu hydrolysieren. dazu wurden 
die stärke-ampicillin-agarplatten mit 
lugolscher lösung angefärbt. anhand 
der farblosen Zonen, welche sich um 
die kolonien bildeten, konnten in den 
speicheldrüsen- und verdauungstrakt-
proben beider egel amylase-positive 
bakterien nachgewiesen werden.
Weiterhin zeigten alle bakteriensuspen-
sionen nach der behandlung mit koh 
eine Zunahme in ihrer viskosität, was 
auf die lysierung der Zellwände schlie-
ßen lässt. somit konnten alle isolate als 
Gram-negativ identifiziert werden.
Zur bestimmung der Aeromonas sub-
spezien wurde ein ornithin-decarbo-
xylase-test im Flüssigmedium durch-
geführt. sind die bakterien in der lage, 
die im medium enthaltene glukose zu 
fermentieren, entsteht ein saures ne-
benprodukt, woraus ein Farbumschlag 
von violett zu gelb resultiert. besteht 
die Fähigkeit, ornithin zu decarboxylie-
ren, werden alkalische nebenprodukte 
(Putrescine) gebildet und das medium 
bleibt violett gefärbt. Während A. veronii 
biovar veronii die Fähigkeit besitzt or-
nithin zu decarboxylieren, ist A. veronii 
biovar sobria negativ für diese reakti-
on. nach einer inkubation von 24 h bei 
29 °C konnte sowohl bei den isolierten 
bakterien aus H. medicinalis als auch bei 
denen aus H. verbana ein Farbumschlag 
von violett nach gelb beobachtet wer-
den. Während sich bei den kulturen aus 
H. verbana das gesamte medium ver-
färbte, ist bei denen aus H. medicinalis 
nur ein teil des mediums in gelb umge-
schlagen (abb. 2). demnach fermentie-
ren die bakterien beider egel die im Flüs-
sigmedium enthaltende glukose. sie 
besitzen nicht die Fähigkeit, ornithin zu 
decarboxylieren und können demzufol-
ge als A. veronii biovar sobria identifiziert 
werden.
die gesamt-dna der bakterien aus 
H. medicinalis und H. verbana wurde 
mittels Phenol Chloroform isoamylal-
kohol und anschließender isopropanol-
fällung isoliert und elektrophoretisch 
aufgetrennt. dabei konnte eine dna 
bande oberhalb der 20000bp nachge-
wiesen werden, welche hochmoleku-
larer genomischer dna entspricht. Zu-
dem waren zwei dna banden oberhalb 
von 1500bp und 1000bp zu erkennen, 
Abb. 1) Ventrale Präparation der Speicheldrüsen (Glandulae salivariae) und des Verdauungstraktes (Intestinum) von 
H. medicinalis. (H. verbana analog) im Schema. Foto links oben: Übersicht der Kieferplatten mit angrenzenden Spei-
cheldrüsen. Foto rechts oben: Speicheldrüsengewebe. Foto links unten: Übersicht Verdauungstrakt mit angrenzender 
Leibeshöhle (Peritoneum). Foto rechts unten: Gefüllter Verdauungstrakt.
Abb. 2) Ornithin-Decarboxylase Test (Farbumschlag von violett nach gelb). Farbumschlag des Mediums bei 
Ornithin-Decarboxylase-negativen Bakterien, isoliert aus den Speicheldrüsen (Glandulae salivariae = Gs.) bzw. dem 
Verdauungstrakt (Intestinum = I.). von H. medicinalis und H. verbana. 
Gs. Gs.I. I.
Kontrolle H. verbanaH.medicinalis
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welche laut nawaz et al. charakteristisch 
für niedermolekulare Plasmid dna in A. 
veronii sind (nawaz et al. 2006: 6461).
mithilfe der sequenzierung der 16s 
rdna durch den externen anbieter 
StarSEQ (Mainz) konnten alle Amplifi-
kate der gattung A. veronii zugeordnet 
werden. anhand der 16s rdna-sequenz 
konnte jedoch nicht zwischen den bei-
den subspezien A. veronii biovar veronii 
und A. veronii biovar sobria unterschie-
den werden. 
die referenzbasierten assemblies mit gs 
reference mapper bzw. mira zeigten 
eine abdeckung der referenzsequenz 
von 81 % bzw. 82 % (4265 Contigs) aus 
einem de novo assembly resultierten 
282 Contigs. das Zusammenführen bei-
der datensets mit minimus2 reduzierte 
die anzahl der Contigs auf 159, welche 
mit mauve sortiert wurden (abb. 3).
» iv. diskussion 
mithilfe biochemischer methoden konn-
ten amylase-positive, gram-negative 
und ornithin-decarboxylase-negative 
bakterien in den speicheldrüsen und 
dem verdauungstrakt von H. medicinalis 
und H. verbana nachgewiesen werden. 
Zusammen mit den ergebnissen der 16s 
rdna-sequenzierung konnte Aeromo-
nas veronii biovar sobria als symbiont 
identifiziert werden. Auffällig war je-
doch, dass die isolierten bakterien aus H. 
verbana und H. medicinalis unterschied-
liche glukose-Fermentationsaktivitäten 
zeigten. somit ist nicht auszuschließen, 
dass es sich bei den aus beiden egelarten 
isolierten bakterien um unterschiedliche 
subspezien des bakteriums A. veronii 
handeln könnte, obwohl die ergebnis-
se der 16s rdna-sequenzierung beider 
symbionten auf  das A. veronii biovar 
sobria hindeuten. es wäre denkbar, dass 
sich die aeromonaden infolge der stan-
dardisierten laboraufzucht differenziert 
haben. Wie bereits von graf et al. be-
schrieben, scheint die mikrobielle Flora 
des blutegels im vergleich zu anderen 
tieren relativ einfach aufgebaut zu sein 
(graf et al. 2006: 365). bisher konnten 
nur zwei bakterien, Aeromonas veronii 
biovar sobria und bakterien der gattung 
rikenella, im verdauungstrakt des egels 
identifiziert werden (Graf 1999: 1). Die 
ergebnisse der sequenzierung der bak-
terien aus H. medicinalis zeigten, dass 
diese in ihrer genomsequenz nur zu ca. 
80 % mit dem publizierten Aeromona 
veronii stamm b565 übereinstimmen. 
ein gesamtgenomischer sequenzier-
ansatz auf größere Fragmente wird die 
vorhandenen lücken in der sequenz 
schließen können. im vergleich mit dem 
noch zu analysierenden genom aus H. 
verbana wird deutlich werden, worin 
die unterschiede beider symbionten 
hinsichtlich der dna und biochemischer 
ebene bestehen.
Abb. 3) Sequenzvergleich des publizierten Aeromona veronii Stamm B565 (oben) mit dem Assembly des sequenzierten Bakteriums aus H. medicinalis.
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